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1 . はじめに
　水中・土壌中・空気中に放出されている，そこに生息
する生物由来の DNA の総称を環境 DNA（environmental 







































を 500 ng/L ま た は 5 µg/L の 濃 度 で 混 入 し た。
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DNA を混入したイオン交換水を Glass microfiber 




B） 30 mL の滅菌水に 500 ng のサケ DNA を添加後，




C） A）・B）それぞれのフィルターを 1.5 mL マイクロ
チューブに入れ，Buffer 溶液（Buffer AL （QIAGEN）
又は Tris - EDTA（TE）溶液）400 µL，ProteinaseK　
40 µL（QIAGEN）をフィルターに浸透させ，ボル
テックスにかけた。ボルテックス後，フィルター
を取り除き，DNeasy Blood & Tissue Kit （QIAGEN）














　500 ng/L の 濃 度 で サ ケ DNA を 混 合 し た 滅 菌 水
1 L を，A） GF/F フ ィ ル タ ー（ ポ ア サ イ ズ 0.7 µm/
Whatman），B） Glass Microfiber Filter （GF/C フィルター
/ ポ ア サ イ ズ 1.2 µm/Whatman），C） Mixed Cellulose 
Ester Filter（MCE フ ィ ル タ ー / ポ ア サ イ ズ 0.8 µm/
Membrane Solutions）をそれぞれ使用して濾過し，① 





A） 滅菌水に 500 ng/L の濃度になるようにサケ DNA




B） 滅菌水に 500 ng/L の濃度になるようにサケ DNA
を混合し，GF/F・GF/C・MCE の 3 種類のフィル
ターを使用して濾過した。底に針で穴を開けた 0.5 
mL マイクロチューブに濾過後のフィルターを入
れ，そのマイクロチューブをさらに 1.5 mL マイ
クロチューブに入れた（以下二重チューブ法とい
う）。Buffer AL を 400 µL，ProteinaseK を 40 µL フィ
ルターに浸透させ，ボルテックスにかけた。遠心
機（MiniSpin/Eppendorf）を用い 8000 rpm（6500 g）
で 1 分間遠心し，1.5 mL マイクロチューブに浸透




　プライマーの作成には NCBI よりD. similis  のミトコ
ンドリア DNA の全配列（Accession No.KP721459）を
取得し，プライマー作成ソフト primer3　を用いた。プ
ライマーセットの有効性の確認のため，D. pulex，D. 
pulicaria，D. similis の生体から抽出した DNA を使用し，
96 ℃ 10 秒，（98 ℃ 10 秒，54 ℃ 30 秒，72 ℃ 40 秒）×




　1L の 広 口 T 型 ボ ト ル（AS ONE） そ れ ぞ れ に D. 
similis  の成体を 5 匹・10 匹・20 匹，D. pulicaria  の成体
を 5 匹入れた。餌は初日にのみ 30 µL の生淡水産濃縮ク
ロレラω（（有）日海センター）を与えた。最低 1 回の





ソード（ Echinodorus amazonicus  ），金魚藻（ Cabomba 
aquatica  ），パールグラス（ Hemianthus micranthemoides  ）
を各 1 束植え，5 日間放置した。その後 2.5 匹 /L の密度
となるよう 50 匹のD. similis  を入れた。クロレラは与え
ず，5 日間飼育した。
　次に個体密度が A）5 匹 /L　B） 10 匹 /L　C） 20 匹 /
L　D） 2.5 匹 /L（自然水槽）（以上D. similis  ），E）5 匹
/L（D. pulicaria  ） となる 5 種類の飼育水槽から 1L の飼
育水を採水した。生体の混入を防ぐため，ナイロンメッ




セットを用い，3 回繰り返し PCR を行った。その後 2 
％アガロースゲルによる電気泳動で目的の DNA の増幅
を確認した。バンドが出なかった場合は PCR 産物を 10
倍希釈し，それを鋳型として 2 回目の PCR （以下 2 nd 
PCR） を同条件で行い，再度電気泳動で確認した。バン
ドが確認されたサンプルはゲルを切り出し，Nucleo Spin 








　A）ではサケ DNA を 500 ng/L で混合した滅菌水か
ら eDNA を抽出した。抽出した eDNA 濃度は，1.1 ~ 
4.5 ng/µL となった。10 倍量である 5 µg の DNA を混
合した滅菌水から抽出すると，その eDNA 濃度は 5.4 
ng/µL となった。B） では 2 - プロパノール沈殿後濾過






場合の eDNA 濃度は 1.3~ 1.8 ng/µL，GF/C フィルター
で濾過した場合の eDNA 濃度は 1.1~ 1.3 ng/µL，MCE
フィルターで濾過した場合の eDNA 濃度は 1.5~ 1.6 
ng/µL であった。結果に大きな差がなかったため，経




eDNA 濃度は，GF/F フィルター使用時では 1.3 ~ 1.8 
ng/µL，GF/C フィルター使用時では 1.1 ~ 1.3 ng/µL，
MCE フィルター使用時では 1.5 ~ 1.6 ng/µL となった。
B）の二重チューブ法で抽出した場合の eDNA 濃度は，
GF/F フィルター使用時は 0.4 ~ 0.9 ng/µL，GF/C フィ
ルター使用時は 0.8 ~ 0.9 ng/µL，MCE フィルター使用
時は 0.5 ng/µL であった。いずれのフィルターを使用
しても，浸透法で抽出した方が eDNA 濃度が高かった。
（2）プライマーの作成と PCR による増幅
　NCBI よりD. simiis のミトコンドリア DNA の全配
列（Accession No.KP721459） を 取 得 し， プ ラ イ マ ー
作 成 ソ フ ト primer3 を 用 い て，ND5 領 域 付 近 の 560 
bp を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト similisND560F （ 5ʼ- 
TCCCTGGGTCTAGGACCATC -3ʼ ） , similisND560R 
（ 5ʼ-CTGGCGTACCCCTGCAA - 3ʼ ）　 を 作 成 し た。 同
様に 16S rRNA 領域付近の配列を使用し，プライマー
セット eDNA4F （ 5ʼ- GGTCGCAAACCTTCTTATCG -3ʼ ），
eDNA4R （ 5ʼ- GTTGGGGCGACAGAGAGTAA -3ʼ ）　を作
成した。
　D. pulex，D. pulicaria，D. similis， の 生 体 か ら 抽 出
した DNA を使用し 96 ℃ 10 秒 , （98 ℃ 10 秒 , 54 ℃ 30
秒 , 72 ℃ 40 秒） × 35 サイクルの条件で PCR を行い，
2 ％アガロースゲルで電気泳動を行った。その結果，
similisND560FR プライマーを使用するとD. similis  にお
いて約 560 bp のバンドが確認できた（図 2）。他の 2 種
においては 100 bp のバンドが確認された。eDNA4FR プ
ライマーを使用するとD. pulex，D. pulicaria，D. similis，
すべてで約 150 bp のバンドが確認された（図 3）。
（3）飼育水からの環境 DNA 分析
　まず A）5 匹 /L，B） 10 匹 /L，C） 20 匹 /L の飼育水か
らの環境 DNA 分析を行った。飼育 5 日後のD. similis
の現存数は 0 日と同数の 5 匹，10 匹，20 匹であり，仔
虫の産出及び死んだ個体はなかった。1L の飼育水から
抽出された eDNA 濃度は A） 5.5 ng/μL，B） 12 ng/μL，
C） 10 ng/μL，であった。プライマー similisND560FR を
使用して 3 回の繰り返し PCR をした結果，いずれも約
560 bp のバンドが確認された。図 4 ① ~ ⑨までのバン
ドの長さがポジティブコントロールより長く見えたが，
確認できたバンドの塩基配列を決定した所，いずれもD. 
similis の ND5 領域が増幅されていた。
　次に D） 2.5 匹 /L の水槽，E） 5 匹 /L（D. pulicaria  ）の
飼育水からの環境 DNA 分析を行った。5 日後の D） の
現存数は，死んだ個体数が確認できなかったため，正
確な生育数は分らなかった。E） は産仔の結果，40 匹以
上の生存が確認できた。抽出された eDNA 濃度は D） は
10.8 ng/μL, E）は 15.0 ng/μL であった。これらの eDNA
を鋳型としてプライマー similisND560FR を使用し PCR
を行った。1 回目では 560 bp のバンドは確認できなかっ
たため，PCR 産物を 10 倍に希釈し，2 nd PCR を行ったが，
図３ 生体から抽出したDNAを使用してのプライマーの確認
（プライマーeDNA4FRを使用）
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560 bp のバンドは確認できなかった。eDNA4FR プライ
マーを使用し PCR を行うと，D） 2.5 匹 /L には約 150 bp
のバンドが確認できなかったが，E） 5 匹 /L にはバンド
が確認できた。2 nd PCR を行ったところ，図 5 の様に
D），E） 共に約 150 bp のバンドが確認できた。確認でき
たバンドの塩基配列を決定した所，D） はD. similis  の，E） 
はD. pulicaria  （D. pulex）の目的とする 16S rRNA 領域が
増幅されていた。similisND560 と eDNA4FR を使用した




eDNA の抽出量によっては PCR で増幅できなくなって
いる可能性がある。D） がより自然にちかい水槽を用い
たことで分解者が 1L ボトルよりも多く，eDNA の断片
化が進んだため 560 bp の長さは存在しにくかったと考
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図 4　飼育水からの環境DNA分析（プライマー similisND560 を使用）
　　　①～③　5匹 /L　④～⑥　10 /L　⑦～⑨　20 匹 /L　
　　　⑩ポジティブコントロール（D.similis 生体 DNA)　⑪ネガティブコントロール　
　　　①～⑨までのバンドは⑩より長く見えるが，シーエンスを行うと全てD.similis の ND5 領域が増幅されていた。
図４ 飼育水からの環境DNA分析（プライマーsimilisND560を使用）



















図 5　飼育水からの環境DNA分析（プライマー eDNA4FR を使用）
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